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第 1章 序論 
1.1. Quorum Sensing 
1.1.1. 概要 
最も単純な微生物である細菌は，従来は単独で行動を行っていると考えられてきたが，
他の高等生物と同様に，多くの細菌が周囲の仲間と互いに連携を取り合い，集団として生
命活動を行っていることが明らかとなってきた．これらの細菌間コミュニケーションの一
つに，Quorum Sensing と呼ばれる機構が存在する．Quorum Sensing とは，細菌がオートイ
ンデューサーと呼ばれるシグナル物質を介して周囲の細胞密度を感知し，一定の細胞密度
を超えたところで様々な遺伝子の発現を活性化する機構のことである[1]．オートインデュー
サーの構造は，細菌種によって様々であるが，本研究で対象としたグラム陰性細菌の場合，
主にアシル化ホモセリンラクトン（N-acyl-L-homoserine lactone, AHL）を用いることが明ら
かとなっている． 
 
1.1.2. アシル化ホモセリンラクトン（AHL） 
海洋性発光細菌である Vibrio（Photobacterium）fischeri は，フラスコ内で培養した際には，
培養初期では全く発光を示さないにもかかわらず，対数増殖期後期から急激に発光を示す
ことに関心が寄せられ，この現象は遺伝子レベルにおける「自己誘導」であるとされた[2]．
その後，V. fischeri の培養上清液の中から，AHL の一種である N-(3-oxohexanoyl)-L-homoserine 
lactone（3-oxo-C6-HSL）が初めて確認された[3]．さらに，遺伝子解析の進展とともに，発光
に必要な 7 つの遺伝子群（luxI, luxR, luxA, luxB, luxC, luxD, luxE）が特定され，lux 遺伝子群
（オペロン）として定義された[4]．この遺伝子群をクローニングした大腸菌 Escherichia coli
も菌体密度依存性の発光を示し，AHL を介した遺伝子発現等の調査ツールとしての E. coli
の有用性が示唆された[5]．その他にも，lux オペロンの構成遺伝子産物である LuxR の相同
体が，緑膿菌 Pseudomonas aeruginosa からは LasR が，Agrobacterium tumefaciens からは TraR
がそれぞれ発見された[6, 7]．それに関連したオートインデューサーの研究も進み，両者とも
V. fischeri が生産する AHL と類似したシグナルを生産することや，それが LuxI の同族体に
よって合成されていることが明らかとなった． 
AHL はホモセリンラクトン（HSL）とアシル鎖がアミド結合を形成した化学構造をとる．
AHL のアシル鎖長は，通常 4 から 18 程度であり，これに 3 位の炭素がオキソ体やヒロドキ
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シ体となった AHL が主要な構造となっている（Fig. 1-1），さらに，一部の細菌は，アシル
鎖の末端がメチル化されたものや，アシル鎖の一部に不飽和結合が見られる特殊な AHL を
生産することも明らかとなっている[8]． 
 
Fig. 1-1. AHL の基本構造 
 
このように，AHL の構造は多種多様であるが，その表記の仕方も論文によって様々であ
る．まず，AHL 自体の表記として，acyl-HS，AI-1，AHSL を使用する論文もある[1, 9]．また，
アシル鎖の炭素数が 10 の 3-oxo 体である AHL を例にとっても，3OC10-HSL[1]，
3-oxo-C10HSL[8] ， 炭 素 鎖 の 数 字 を 下 付 き に し た 3-oxo-C10-HSL[10] ， さ ら に は
N-(3-oxodecanoyl)-L-homoserine lactone と略さずに記述する場合など[9]，様々な表記がなされ
ている．本論文では，アシル化ホモセリンラクトン全般を指す場合は AHL，個々の AHL に
ついては C4-HSL や 3-oxo-C10-HSL のように表記することとする． 
 
1.1.3. AHLによる Quorum Sensing制御機構 
AHLを介したQuorum Sensing 制御では，以下の 2つのタンパク質が重要な役割を果たす．
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そのひとつが，AHL 合成酵素である．AHL 合成酵素は，最初に発見された V. fischeri の LuxI
から呼び名が付けられ，I タンパク質またはそのまま LuxI タンパク質と呼ばれることもあ
る．V. fischeri の LuxI タンパク質は 193 のアミノ酸からなり，N 末端から 25 ~ 104 のアミノ
酸残基が 2 種の前駆体間にアミド結合を形成する活性サイトとして機能する．この部位が
アシルキャリアータンパク質（acyl-ACP）及び S-アデノシルメチオニン（SAM）の結合に
関与する．前者のアシル鎖部が SAM とアミド結合を形成し，acyl-SAM となる．その後，
SAM より 5’-methylthioadenosine（MTA）が切り離される．残った部分がラクトン環を形成
し，AHL となる． 
次に重要なのが，AHL 濃度に応答して遺伝子発現を制御する調節タンパク質（レセプタ
ータンパク質）である．AHL レセプタータンパク質も，最初に発見された V. fischeri の LuxR
から呼び名が付けられ，R タンパク質またはそのまま LuxR タンパク質と呼ばれる．LuxR
タンパク質は，250 ほどのアミノ酸からなり，N 末端から 160 ほどのアミノ酸で構成された
AHL 結合部位（regulator domain）と，C 末端から 90 ほどのアミノ酸で構成された DNA 結
合及び転写活性部位（activator domain）で構成されている．AHL 結合部位は，AHL 濃度が
不十分である場合は DNA 結合部位に干渉し，LuxR タンパク質への結合を阻害している． 
 
1.1.4. Quorum Sensing制御の意義 
Quorum Sensing 機構により制御される機能については，今日までに多くの報告がなされ
ている．日和見感染細菌である P. aeruginosa は Quorum Sensing 機構によって病原性発現に
関連する多くの遺伝子制御を行っており，Quorum Sensing 機構の制御によって酵素や毒素
の産生を行う．その他，発光や色素に関連した物質の産生を行う細菌，細胞外多糖の分泌
を活性化させる細菌，プラスミドの接合伝達を促進する細菌などが存在する． 
遺伝子発現や機能発現が Quorum Sensing 機構により制御されることで，一定の菌体密度
に達した段階ではじめてそれらにかかわる物質の産生等が行われる．病原性細菌に関して
は，菌体密度が低い段階におけるこれらの物質産生を行わないことにより，周辺に存在す
る敵に対して免疫学的な対応期間を与えないようにする狙いがあると考えられている．ま
た，細胞外多糖の産生については，第 3 章で後述するバイオフィルムの形成と関係してい
る．菌体密度が低い状態でこれらの物質産生を行っても，系外へ拡散しやすく有効活用で
きないため，周囲の菌体密度が高くなるまであえて物質産生を行わないことで，不要なエ
ネルギー消費を抑制していると考えられている．V. fischeri に代表される発光バクテリアに
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ついても同様のコンセプトで制御を行っているとの考え方ができる．これらの細菌は浮遊
状態の場合と，特定の宿主と共生関係を築いている場合があり，後者の高菌体密度場にお
いてのみ発光する．その役割については諸説あるが，Quorum Sensing 機構による発光が宿
主に獲物を捕獲させるための誘導灯のような役割を果たしているとする説がある．一方で，
ダンゴイカ Euprymna scolopes は V. fischeri の発光量を月明かりと同程度に調節することで，
海底にできる自らの影を消し，敵に気づかれないように工夫しているとの説もある[11]．い
ずれも宿主の生存を助けることで自らの生存率を上げる戦略と捉えることができる． 
 
1.1.5. Quorum Sensing研究の意義～応用化学分野における利用～ 
近年，薬剤や抗生物質耐性菌の出現と蔓延が問題となってきている．細菌は細胞間のプ
ラスミド伝達や死細胞由来の浮遊 DNA による伝達，ウイルス運搬により新たな耐性を獲得
する．病院や農場等で用いられた抗生物質が排水中に残留し，それが広く環境中に流出し
ていることもあり，今後は環境中でもそのような耐性菌の増加が懸念される．Quorum 
Sensing 機構を制御することにより，病原菌が定足数に達していても病原性の発現を抑制す
ることができると考えられる．これは抗生物質等を用いる方法と異なり耐性獲得の心配が
なく，抗生物質に代わる病原性抑制手段として期待されている． 
ほかにも，バイオフィルムと呼ばれる微生物膜の制御の面でも Quorum Sensing 機構の知
見が有用となる．Quorum Sensing 機構を制御することで，望ましい／望ましくない機能発
現の促進／抑制を狙うことができる．  
 
1.2. 産業系排水処理 
1.2.1. 緒言 
2025 年の水ビジネス市場の内訳をみると，素材・部材・コンサル・建設・設計は約 50 兆
円，これに対して運転・管理は約 40 兆円とも言われている[12]．上下水道では，明治時代か
ら民間企業が自治体に装置設備を納め，自治体がその設備を所有し，運転・管理を担って
いる．最近になって，運転・管理を民間に委託する自治体も現れているが，海外では日本
よりずっと早く，多くの上下水道で民営化を行っている．上下水道の民営化の海外での普
及，日本での民営化を可能にする水道法の改正，そして水メジャーとよばれる大規模企業
の日本上陸などで，運転・管理が急に注目され始め，世界の水インフラ業界はまさに運転・
管理時代に入ったといえる． 
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一方，日本の産業界では必要な水質レベルが一段と高まり，水不足解消のため排水を再
利用する流れが加速している．いわゆる「排水回収システム」の導入により，工場内にお
ける水処理装置設備の運転管理はさらに複雑化している．水は「産業の血液」といわれる
ようにどんな産業でも，製品を生産するために大量の水を使う．日本における排水の再利
用は 2002 年には 79%に達し，世界でも突出している．日本国内の設備市場は成熟し，工場
の海外移転も多く，今後の成長に多くを期待できないが，反対にアジア・新興国での水需
要は高い． 
排水処理は如何なる状況下においても省エネルギーを追求し環境にやさしい処理を継続
させることが重要である．今日，排水処理の持つ役割は放流規制値を十分に満足できる高
度な処理水を排出することは当然であり，さらに循環型社会の一環として都市の景観用水
や農村の灌漑用水源，工場用水源として水資源供給源の中核になりつつある．本研究では，
調査対象菌のサンプリング先として，生物学的水処理法のひとつである標準活性汚泥法を
対象としている．次節以降，産業系排水の処理方法および標準活性汚泥法について紹介す
る． 
 
1.2.2. 産業系排水の処理方式 
①食品加工工場排水（ビール，清涼飲料製造工場排水） 
 ビール工場排水の特性は有機物を多量に含む BOD の負荷が高いが，生分解性が高く生物
処理が一般的である．生物処理方式としては，嫌気性処理と好気性処理の組み合わせ方式
が良く用いられる．清涼飲料排水は炭酸飲料，お茶，コーヒー，乳飲料など生産品により
成分，濃度が異なる．処理方式としては，好気性処理の後段に色度除去や COD 除去の観点
から凝集処理や活性炭処理を採用する設備が多い． 
②製鉄所のコークス製造排水（安水排水） 
 製鉄所で必須とされるコークスを製造する際，石炭の乾留時に発生するガスを冷却精製
する工程で発生する安水は，フェノール類，シアン化合物，アンモニアなどが高濃度で含
まれる．処理方式としては，濃度排水を希釈して BOD を 2,500 mg/L 以下とし，好気性処理
の後段に色度除去や COD 除去の観点から凝集処理や活性炭処理を採用する設備が多い．  
③半導体，液晶などの製造工場からのフッ素や各種溶媒などの含有排水 
 主に有機系排水と無機系排水に分けられ，前者はエチレングリコールなどの有機溶剤に
加えて，水酸化テトラメチルアンモニウム（TMAH）などのアミン類が含まれ，BOD 除去
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以外に窒素処理も必要とされる．後者はフッ素，カルシウムなどが含まれ，凝集処理され
る．有機系排水の処理方式としては硝化脱窒を含めた好気性処理が利用される場合が多い． 
④自動車製造工場からの切削油や塗料などが含まれる排水 
 切削油排水は，酸性下で界面活性剤の乳化能を低下させた後，油分を分離する酸分解処
理法が代表的である．また，塗装系排水は脱脂系，化成皮膜系，塗装ブース系，電着塗装
系，塗装剥離系などが含まれ，主に凝集処理や活性炭処理が用いられる． 
⑤メッキ排水処理 
シアン錯塩を形成していない排水は次亜塩素酸ソーダを用いるアルカリ塩素法でシアン
分解を行い，凝集処理で重金属を除去する．また有機酸などのキレート剤を含む排水では，
シアン処理，重金属処理の後段に好気性処理設備を設置し BOD 除去を行っている． 
 
1.2.3. 標準活性汚泥法 
活性汚泥は多数の好気性微生物や有機・無機性の浮遊物質などから成るゼラチン状のフ
ロックであり，排水中に含まれる有機物を吸着して酸化する能力，および凝集して沈降分
離する能力に優れる．その生物相は細菌が主体であるが，真菌類，藻類，原生動物，微小
な後生動物などから構成されている．標準的な活性汚泥フロック径は操業条件により 1 ~ 
600 μm程度であり，粒径数 μmの粒子が凝集して 10 μm程度のマイクロフロックを形成し，
さらにそれらが凝集して平均 100 μm 超のマクロフロックとして存在するとされている[13]．
このようなマクロフロックは，外部からの剪断や超音波などで解体された場合でも，1 h ほ
ど静置しておくと再度凝集し，元のフロック径を取り戻す[14]． 
代表的な好気性処理である標準活性汚泥法は，排水がスクリーニングや浮上・沈降など
により一次処理された後の二次処理法として位置づけられており，これらによる排水中の
有機物除去と，それに伴う活性汚泥の増殖および自己酸化が複雑に行われることで，排水
処理が進行していく．標準活性汚泥法は，特に有機物排水に対して高い浄化能力があり，
かつ比較的安価に運転管理が可能であることから，先進各国の排水処理に活用されている． 
好気性微生物の代謝反応により，炭素成分は二酸化炭素と水，窒素成分はアンモニアや
硝酸塩，硫黄成分は硫酸塩になる．処理対象排水としては，下水や有機性の工場排水が適
している．標準活性汚泥法の模式図を Fig. 1-2 に示す． 
標準活性汚泥法は生分解可能な有機物類を処理できる比較的安価な方法である．しかし，
曝気槽および沈殿池に多くの敷地面積を必要とする，流入負荷変動や環境変動により汚泥
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の沈降分離性が悪化する（バルキング）などのデメリットも存在する．これらの問題を解
決するため，種々の変法が提案されている．一例として，充填材の内部や表面に活性汚泥
を付着増殖させた生物担体法がある．充填材あたり 8000～10000 mg-VSS/L の汚泥量が保持
され，かつ通常の活性汚泥よりも 3～5 倍の高活性になっており，容積当たりの負荷量とし
て 2～3 kg-BOD/m3/d の高負荷運転が可能となる．流動による充填材同士の衝突により生物
膜が更新され，細菌が対数増殖期に近い状態に維持されるため活性が高いと考えられてい
る． 
生物担体法に用いられる充填材は，活性汚泥を固定化した状態で曝気槽内を散気に伴う
水量で流動展開することが必要条件である．さらに充填材の内部や表面に活性汚泥が捕捉
され易い形状に加工が可能であり，生物により分解され難く物理的に破砕され難いこと，
価格面からも安価であることなどが要求される．これらの条件を適合した充填材が検討さ
れつつあり，現在ポリウレタンフォームを径 3～7 mm のサイコロ状に裁断した充填剤が多
く採用されている．ポリウレタン製充填材を Fig. 1-3に，充填材断面の拡大写真を Fig. 1-4 (A)
に，さらに活性汚泥が固定化された状態の拡大写真を Fig. 1-4 (B)に示す．生物反応槽（曝
気槽）へ充填する充填材量は負荷量や処理水質などにより異なるが，一般的に曝気槽容量
の約 20%～40%の量とされている． 
 
 
Fig. 1-2. 従来の活性汚泥プロセスのダイアグラム 
 
Fig. 1-3. 活性汚泥の固定化に用いるポリウレタン製充填材 
曝気槽
余剰汚泥
処理水
有機排水
沈殿池
返送汚泥
廃棄物
8 
 
 
  
Fig. 1-4. 活性汚泥の固定前（A）及び固定化後（B）ポリウレタン製充填材断面 
 
 
1.2.4. 活性汚泥と Quorum Sensing機構 
1.2.4.1. 概要 
活性汚泥に関する Quorum Sensing 機構については，いくつか研究例がある．活性汚泥に
AHL を添加することで，微生物の群集構造やフェノール分解の継続性に変化が観察された
ことを報告するもの[15]や，キチナーゼ活性が向上したことを報告するもの[16]がある．また，
構造面では活性汚泥のグラニュール粒径と単位バイオマス当たりの AHL量に正の相関関係
があり，EPS 生産量も増加することから，グラニュール形成に対して Quorum Sensing 機構
の影響が示唆される[17]． 
一方で，生産された AHL に対して修飾反応・分解反応などの化学変化を引き起こすこと
により，AHL を不活性化する微生物も報告されている．これらの微生物を AHL 合成細菌と
呼んでいる．AHL 分解反応として，現在までに AHL ラクトナーゼと AHL アシラーゼによ
る分解反応が報告されている． 
  
1.2.4.2. 既往の研究 
本研究グループでは，Fig. 1-5 に示す栃木県内 7 ヶ所の浄化センターの活性汚泥から細菌
を単離し，Quorum Sensing 機構に関与する細菌として AHL 合成細菌と AHL 分解細菌のス
クリーニングを実施した[18]．スクリーニングした菌について，PCR により 16S rRNA 遺伝
子を増幅して塩基配列を決定し，国際塩基配列データベースを用いて細菌種を同定した．
AHL 合成細菌および AHL 分解細菌の同定結果を，それぞれ Table 1-1 および Table 1-2 に示
A B 
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す．AHL 合成細菌として単離された菌の 95%は Aeromonas 属細菌であり，AHL 分解細菌と
して単離された菌のうち，多くは Acinetobacter 属細菌であった．これらの菌種が活性汚泥
およびその系内に生息していることは過去の研究[19]により示されているが，Quorum Sensing
機構に関与する細菌に限定してもこれらの細菌が活躍していることを示す結果となった． 
 
 
Fig. 1-5. 栃木県下 7 か所の浄化センターの地理的情報 
  
10 
 
Table 1-1. 栃木県下 7 か所の浄化センターから単離した AHL 合成細菌 
Closest genera 
Sites 
Percentage 
Aki Ken Kin Nas Omo Ooi Uzu 
Aeromonas 15 15 3 9 12 19 29 95.3% 
Pseudomonas   1     0.9% 
Citrobacter      2  1.9% 
Enterobacter 2       1.9% 
Totals 17 15 4 9 12 21 29 100.0% 
 
 
Table 1-2. 栃木県下 7 か所の浄化センターから単離した AHL 分解細菌 
Closest genera 
Sites 
Percentage 
Aki Ken Kin Nas Omo Ooi Uzu 
Acinetobacter 1 3 1 7 2 4 3 45.6% 
Pseudomonas  3    3  13.0% 
Klebsiella 5 1  2  1  19.5% 
Comamonas   1   1  4.4% 
Stenotrophomonas      1  2.2% 
Staphylococcus 1  1     4.4% 
Bacillus  2      4.4% 
Chryseobacterium 1   1 1   6.5% 
Totals 8 9 3 10 3 10 3 100.0% 
 
1.3. 産業系用水としての冷却水 
1.3.1. 緒言 
冷却水とは流体（液体あるいは気体）を間接的に，あるいは固体を直接的に冷却する目
的で使用される水である．多くの場合，冷却水は熱交換器などを用いて，発電用ボイラの
復水器の冷却や石油化学工場の製品の冷却，製鉄所の炉体冷却，冷凍機の冷媒の冷却など
さまざまな対象を間接的に冷却するために用いられている．このような冷却水システムは
間接冷却水システムと呼ばれている．間接冷却水システムは冷却塔で循環水の一部を蒸発
し冷却する開放循環式冷却水システムと，冷媒などで間接的に循環水の熱を吸収するため
原則的には大気と接触する必要のない密閉循環式冷却水システムがある[20]．開放循環式冷
却水システムにおける水の流れのー例をFig. 1-6に示す．開放循環式冷却水システムでは，
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熱交換により温度が上昇した水を冷却塔で蒸発させ，蒸発潜熱の放出によって再冷却して
循環使用する．この形式は石油精製工場，石油化学工場，化学工場などにおける製品の冷
却や冷凍機冷媒の冷却などに広く使用されている．淡水を用いた冷却水システムでは，こ
の型式のものがもっとも多く使用されている．一方，密閉循環式冷却水システムでは，熱
交換により温度が上昇した水は，海水や空気あるいは開放循環式冷却水システムを用いた
二次冷却器で再冷却され循環使用される．通常，冷却水は系外に排出される量が少なく，
蒸発などによる濃縮も起こらない．密閉循環式冷却水システムにはエンジンや軸受けなど
の機器の冷却水系，ビルの冷温水系などがある. 
産業系用水に占める冷却水の割合は，わが国では淡水の約68％，海水の約94％に達して
いる．ビルなどの建造物の空調冷却水にはほとんどの場合上水道が利用されている．この
ように多量に用いられる冷却用水を節減するため，ほとんどの場合冷却水を一回用いたら
そのまま捨ててしまうのではなく，冷却塔を設置し水を蒸発することで蒸発潜熱を奪って
冷却して循環使用することで有効利用している．しかし，冷却水の水質は溶存塩類の濃縮
や大気汚染物質の吸収によって悪化する．このため，腐食やスケールやバイオフィルム（本
分野ではスライムと呼ばれる事が多い）などを原因とする熱交換器や配管の寿命の短縮や
熱効率の低下などの障害が発生しやすくなる．特に開放循環式冷却水システムは冷却水が
大気と接触し，濃縮されるため，この傾向が強い． 
バイオフィルムによる障害は水中に溶存している栄養源を利用して，細菌，糸状菌（か
び）藻類などの微生物が増殖し，これらの微生物を主体として，これに土砂などの無機物
やほこりなどが混ざり合って形成される軟泥状の汚濁物の付着や堆積によって引き起こ
される．微生物や汚濁物の付着や堆積は熱効率の低下や通水の悪化をもたらすばかりでな
く，配管等の局部腐食発生の原因ともなる． 
バイオフィルムの防止方法としては，薬剤による処理と機器による処理がある．殺菌処
理に使用される塩素剤としては，塩素ガス，次亜塩素酸ナトリウム，次亜塩素酸カルシウ
ム，塩素化イソシアヌル酸などがある．汚れを系外へ排出することなく，薬剤処理だけで
バイオフィルムの形成を防止することは技術的にも経済的にも困難であり，ろ過処理と薬
品処理の組み合わせによる処理方式の採用が必要である．ろ過処理以外の物理的方法とし
て，紫外線発生装置やオゾン発生装置を用いた殺菌処理がある．紫外線殺菌処理は薬品を
使わないため，環境汚染の心配がないという魅力はあるが，配管や伝熱面に付着している
微生物には殺菌効果が及ばないことや散水槽や充填材で繁殖する藻類にまでは効果が及
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ばないことから，冷却水のバイオフィルム抑制の根本的な解決策にはならないと考えられ
る．また，オゾンは殺菌力が優れていることが知られており，循環水中に低濃度のオゾン
を長時間検出させることができれば冷却水システムにおける微生物の繁殖を防止できる
と考えられる．しかし，循環水中に低濃度のオゾンを長時間検出させるためには，かなり
の規模のオゾン発生装置が必要であり，イニシャルコストが高いという欠点がある．実際
の冷却塔において期待する効果を得るためには，冷却水システム全体がどのように処理さ
れ，どの部分に不具合があるかを調べ，薬品処理と物理処理をうまく組み合わせていく必
要がある． 
 
 
Fig. 1-6. 開放循環式冷却水システムの概要 
 
1.3.2. バイオフィルム 
1.3.2.1. 概要 
バイオフィルムは，何らかの物質表面に付着した微生物の集団と，その微生物により生
産される細胞外多糖(Extracellular polysaccharide, EPS)などのマトリックスによって構成され
る 3 次元構造を持った複合体である[21]．バイオフィルムは河川や風呂場，流し，配管，医
療器具，歯など，水が関わるあらゆる環境の表面に発生する．河川やビオトープ等に発生
したバイオフィルムは水質の浄化に寄与する一面もあるが，その他の多くの場面において，
バイオフィルムは表面の腐食等で環境に悪影響を与える原因となっている．とはいえ，い
ずれの場合も微生物にとっては生存に適した環境を構築するためにバイオフィルムを形成
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しているといえる．微生物においては，バイオフィルムの形成によって，水分の保持によ
る乾燥への耐性，宿主免疫系に対する抵抗性，毒性物質への抵抗性などが上昇する． 
 
1.3.2.2. バイオフィルムのライフサイクル 
バイオフィルムはいくつかの段階を経て形成（解体）されることが知られている．主に
①浮遊状態の菌体の物質表面への付着過程(Attachment)，②増殖を伴いながら 3 次元構造を
形成する成熟過程(Maturation)，そして③成熟したバイオフィルムから再び浮遊状態へ移行
する脱離過程(Dispersal)が挙げられる．バイオフィルムから脱離した菌体は，また新たな環
境を見つけて付着する．上記一連のライフサイクルを図式化したものを Fig.1-7 に示す． 
 
 
Fig. 1-7. バイオフィルム形成のライフサイクル 
 
1.3.3. バイオフィルムと Quorum Sensing機構 
1.3.3.1. 概要 
一般的に，バイオフィルム内部は高菌体密度であるため Quorum Sensing 制御が活発に働
いているとされている．一例として，韓国の水処理施設からサンプリングしたバイオファ
ウリング後のRO膜上の細菌を採取・分析したところ，全体の60%は何らかのQuorum Sensing
シグナル物質を生産し，膜表面への吸着もしやすい菌種であることが報告されており[22]，
これらの細菌による Quorum Sensing 機構の制御がバイオファウリング防止に繋がることが
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示唆される．実際に Quorum Sensing 機構の制御によりバイオフィルムの性質や構造が変化
する例は数多く報告されている．Quorum Sensing 機構の制御はすなわちシグナル物質を介
した情報伝達系の制御であり，その方法はシグナル物質の包接化，拮抗阻害，シグナル物
質の分解などである．次節で既往の研究例をいくつか紹介する． 
  
1.3.3.2. 既往の研究 
① 拮抗阻害 
阻害剤として，2(5H)-furanone は効果があると言われており，添加濃度に依存して
Chromobacterium violaceum CV026 株の violacein 生産が減少，すなわち，系内の AHL 濃度が
減少し，Aeromonas hydrophila のバイオフィルム形成が抑制されることが報告されている[23]．
これは 2(5H)-furanoneがAHLレセプターと結合し，拮抗阻害した結果であると考えられる．
また，vanillinもA. hydrophilaのバイオフィルム形成抑制効果が確認されている[24] [25]．Vanillin
についても CV026 株の violacein 生産量減少が報告されており，2(5H)-furanone と同様，何
らかの形で AHL の生産が阻害されているようである． 
② Quorum Sensing 関連遺伝子の破壊 
遺伝子操作を利用した Quorum Sensing 関連遺伝子の破壊によるバイオフィルム構造の変
化を観察した研究例は数多く存在する．例として，Serratia liquefaciens の AHL 合成遺伝子
swrI の破壊によるスウォーミング運動性の低下とそれに伴うバイオフィルム構造の変化[26] 
[27]，A. hydrophila の Quorum Sensing 制御システム ahyI/ahyR の破壊によるバイオフィルム構
造の変化[28]，Burkholderia cepacia の Quorum Sensing 制御システム cepI/cepR の破壊によるバ
イオフィルム構造の変化[29]などが挙げられる． 
複数種の AHL を合成する Acinetobacter 属細菌 DR1 株の AHL 合成遺伝子 aqsI 破壊株は
hexadecane の分解活性が落ちるほか，バイオフィルム形成抑制や細胞表面の疎水性低下が観
測された．ただし，このうち hexadecane の分解活性に関しては外部から AHL を添加しても
回復せず，Quorum Sensing 機構の制御によるものではないと思われる[30]． 
 
1.5. 研究の目的 
以上のように，Quorum Sensing 機構の制御に関わる基礎的知見が蓄積されつつあるもの
の，産業系排水に用いられる活性汚泥，および産業系用水の一つである工場冷却水中のバ
イオフィルムに関わる研究は未だ不足している状況にある．本研究では，産業系排水の処
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理に用いられる微生物群及び工場冷却水中に存在する細菌群から AHL 合成細菌を単離し，
次世代シークエンサーを用いた全ゲノム解読により遺伝子レベルでのAHL 合成機構を解析
するとともに，高速液体クロマトグラフ質量分析（LC-MS/MS）を用いて AHL 合成細菌が
生産する AHL の化学構造の解析を行った．  
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第 2章 産業系排水からの AHL合成細菌の単離と AHLの構造解析 
2.1. 緒言 
標準活性汚泥法による有機物分解処理は，これまでに多くの知識・経験が蓄積され，毒
性物質の流入や負荷変動を考慮した安全設計がなされてきた．しかしながら，高度成長期
も終わり，設備投資が減少している昨今では，装置の初期投資費用および運転管理に使用
する薬品費等のさらなる削減が期待されている．一方，生物担体法は標準活性汚泥法の 2
～3 倍の容積負荷で設計される場合が多いが，適用可能な原水性状は限定的であり，余剰汚
泥が多いという課題もある．さらに，増殖の遅い硝化細菌や難分解性物質の分解菌の増殖
速度が律速因子となり，高負荷運転が適用できない場合もある．このため，微生物を用い
た生物処理活性の向上を図るためには，新たな発見に基づく技術革新が重要である． 
 第 1 章で述べたように，下水処理場で用いられる活性汚泥に存在する AHL 合成細菌の大
部分は Aeromonas 属細菌であることが明らかになっている．しかしながら，多様な有機物
が主成分である産業系排水に用いられる活性汚泥については，微生物群の構成や Quorum 
Sensing 機構についてほとんど明らかにされていない．そこで本章では，組成の異なる複数
の排水処理場由来の汚泥から AHL 合成細菌を単離し，その遺伝学的解析を行うことを目的
とした．まず，Quorum Sensing 機構に関わる細菌を選定し，次世代シークエンサーを用い
た全ゲノム解読により遺伝子レベルでの AHL 合成機構を解析するとともに，LC-MS/MS を
用いて AHL 合成細菌が生産する AHL の化学構造を解析した． 
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2.2. 実験方法 
2.2.1. 産業系排水で用いられる活性汚泥の採取 
本実験で用いた活性汚泥は，国内外６工場内の排水処理場より採取した．工場の業種と
主な原水組成を Table. 2-1 に示す． 
 
Table 2-1. 本研究で使用した活性汚泥を採取した国内外工場の概要 
No. 工場分類 所在国 原水に含まれる主要な物質 
1 食品加工 日本 糖質・タンパク質 
2 食品加工 日本 糖質 
3 化学製品 日本 ポリビニルアルコール（PVA） 
4 化学製品 日本 有機酸 
5 化学製品 韓国 メタノール・クロロホルム 
6 電子デバイス 韓国 水酸化テトラメチルアンモニウム・エチレングリコール 
 
2.2.2. 活性汚泥の菌叢解析 
採取した活性汚泥サンプルについて，1 mL ほどの活性汚泥懸濁液をマイクロチューブに
分取し，14,000×g で 5 分間遠心分離した後，上清を完全に除去して細菌ペレットを取得し
た．細菌ペレットからのメタゲノムの抽出は，DNeasy Blood & Tissue Kit（QIAGEN）を使
用して行った．抽出したメタゲノムサンプルから，PCR を用いて 16S rRNA 遺伝子の増幅を
行った．16S rRNA 遺伝子増幅用のユニバーサルプライマーには，27f（5’-AGA GTT TGA TCM 
TGG CTC AG-3’）と 1525r（5’-AAG GAG GTG WTC CAR CC-3’）を使用した．PCR に用い
る DNA ポリメラーゼには，Blend Taq –Plus–（東洋紡）を使用した．PCR 反応溶液の組成は
Blend Taq –Plus–に付属のプロトコールに従って調製し，PCR のサイクルは，94℃で 3 分を 1
サイクル，94℃で 30 秒，55℃で 30 秒，72℃で 1 分を 30 サイクル，72℃で 10 分を 1 サイ
クルで行った．PCR 増幅後のサンプルは，1%アガロースゲルを用いた電気泳動を行い，約
1.5 kbp の断片を含む部位のゲルをカッターで切り出し，MagExtractor PCR & Gel Clean up キ
ット（東洋紡）を用いてゲル中の DNA を精製した．精製した DNA は，pGEM-T easy system 
I（プロメガ）を用いてクローニングを行った．ライゲーション反応溶液はキットに付属の
プロトコールに従って 20 µL の系で調製し，4℃で 1 晩以上インキュベートすることで，16S 
rRNA 遺伝子を pGEM-T easy にクローニングしたライゲーション溶液を作成した．ライゲー
ション溶液のクローニング効率を調べるため，ライゲーション溶液 1 µL を大腸菌コンピテ
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ントセルに形質転換し，コロニーの形成個数から効率を見積もった．十分な形質転換体が
得られるライゲーション溶液については，タカラバイオ株式会社のプレート単位塩基配列
解析サービスを利用して，シークエンスデータの取得を行った．具体的には，ライゲーシ
ョン溶液からランダムに 96 クローンを選択し，シークエンスプライマーとして前述の 27f
を使用して塩基配列の取得を行った．取得した塩基配列データは，DNA Data Bank of Japan
（DDBJ）の BLAST プログラムを使用し，相同性が上位の菌種を近縁種としてカウントし，
1 サンプルにつき 96 クローンの菌種を同定した．この中から短い塩基配列しか得られなか
ったクローンは除外し，残りの塩基配列を使用して菌叢解析を行った． 
 
2.2.3. AHL合成細菌のスクリーニング 
活性汚泥は超音波により分散させ，リン酸緩衝生理食塩水で 10~106 倍に希釈した．活性
汚泥希釈液をピペットを用いて 100 µL 分取し，比較的栄養豊富な食品系工場排水汚泥の場
合は 2 倍希釈した LB 寒天培地（1/2LB 培地）に，炭素源が限られていると考えられる化学
系工場排水汚泥または半導体工場排水汚泥の場合は貧栄養培地である R2A 培地（日本 BD）
の上に播き，30℃でコロニーが形成されるまで 24 時間以上培養を行った．形成されたコロ
ニーは，滅菌爪楊枝で新しい寒天培地に単離し，コロニーを馴化した．最終的に，各処理
場の汚泥から 96 株ずつ，合計 672 株を単離した． 
単離した各コロニーの AHL 生産を調べるため，96 穴プレートの各ウェルに 1/2LB 寒天培
地を 200 µL ずつ添加して固化させた．作製した 96 穴プレートの各ウェルの上部に単離した
コロニーを植菌した．次に，各ウェルの左下には短鎖 AHL レポーター株である
Chromobacterium violaceum CV026 株を，右下方部に長鎖 AHL レポーター株である同 VIR07
株を植菌した（Fig. 2-1）．30°C で一晩培養した後，violacein が生産されていたウェル中の単
離コロニーを AHL 合成細菌として選定した． 
  
19 
 
 
Fig. 2-1. 96 穴マイクロタイタープレートを使用した AHL 合成細菌のスクリーニング方法．単離した
コロニーは 96 穴マイクロタイタープレート内に作成した 1/2LB 培地または R2A 培地の上部に植菌し
た．AHL レポーター株である Chromobacterium violaceum CV026 株及び VIR07 株はウェル内の左下，
右下にそれぞれ植菌した．30℃で 1 晩培養後，AHL レポーター株の紫色色素生産が見られた株を AHL
合成細菌とした． 
 
2.2.4. AHL合成細菌の同定 
選定した AHL 合成細菌のコロニーを 4 mL の 1/2LB 培地または R2A 培地に接種し，30℃
で 24 時間培養を行った．各培養液はマイクロチューブに取り，14,000×g で 5 分間遠心分
離した後，上清を完全に除去して細菌ペレットを取得した．各細菌ペレットからは，前述
の方法でゲノム DNA の抽出を行い，PCR を用いて 16S rRNA 遺伝子の増幅および精製を行
った．各 16S rRNA 遺伝子のシークエンスデータの取得は，BigDye Terminator, ver. 3.1 と 
Applied Biosystems 3500 Series Genetic Analyzer（Applied Biosystems 社）を用いて行った．取
得した各塩基配列データは，DNA Data Bank of Japan（DDBJ）の BLAST プログラムを使用
し，相同性が上位の菌種を近縁種としてカウントし，各 AHL 合成細菌を同定した． 
 
2.2.5. AHL合成細菌のゲノム解析 
選定した AHL 合成細菌のコロニーを用いて，前述の方法でゲノム DNA を抽出した．抽
出したゲノムの解析には，タカラバイオ株式会社の高速シークエンス解析サービスを使用
した．具体的には，抽出したゲノム DNA を用い，SMRTbell Template Prep Kit 1.0（Pacific 
Biosciences 社）を用いて次世代シークエンス用サンプルを調製した．シークエンスには，
Pacific Biosciences（PacBio）RS instrument（Pacific Biosciences 社）を使用した．得られたリ
ードデータは，機器に付属の PacBio SMRT Analysis software version 2.2.0（Pacific Biosciences
社）を使用してアセンブルを行った[31]．アセンブルの結果得られたコンティグは，国立立
96穴マイクロタイタープレート 紫色色素生産
(AHL生産あり)
色素生産なし
(AHL生産なし)
AHL
生産株
試験株
VIR07
CV026
AHL
非生産株
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遺伝学研究所のオンラインプログラムである Microbial Genome Annotation Pipeline（MiGAP; 
http://www.migap.org/）を使用してアノテーション作業を行った．具体的には，タンパク質
コード配列（CDS）の推定には MetaGeneAnnotator プログラム[32]を，rRNA コード配列の推
定には RNAmmer プログラム[33]を，tRNA コード配列の推定には tRNAScan プログラム[34]
を，推定 CDS のアミノ酸配列の比較には BLAST プログラム[35]をそれぞれ使用した．最終
的に得られた GenBank フォーマットのアノテーション済みファイルは，DDBJ の Mass 
Submission System（MSS）を利用して国際塩基配列データベース（DDBJ/ENA/GenBank）に
登録し，アクセッション番号を取得した．  
 
2.2.6. AHL合成細菌が生産する AHLの抽出 
選定した AHL 合成細菌のコロニーを 4 mL の R2A 培地に摂取し，30℃で 48 時間前培養
した後，R2A 培地 200 mL が入った坂口フラスコに培養液を 4 mL 加え，30℃で 15 時間培養
した．培養液から遠心分離により菌体を取り除き，上清をナス型フラスコに移してロータ
リーエバポレーターで 20~30 mL 程度になるまで減圧蒸留を行った．濃縮液を分液漏斗に移
して 3 倍量の酢酸エチルを加え，上下に激しく振り混ぜた後，数分静置して上層と下層に
分けた．分液漏斗の上層（酢酸エチル層）を採取し，再度ロータリーエバポレーターで蒸
留し，残渣をジメチルスルホキシド（DMSO）500 μL に溶かし，AHL 抽出サンプルとした．
AHL抽出サンプルは，AHLに応答して紫色色素を生産するC. violaceum CV026株及びVIR07
株を混合した LB 寒天培地で AHL 生産を確認した．作成した AHL レポーター株混合 LB 培
地上に抗生物質検定用 8 mm ペーパーディスク（アドバンテック）を置き，それぞれのディ
スクに AHL 抽出サンプルを 40 μL ずつ染み込ませ，30℃で 24 時間培養後，AHL の存在を
示す紫色色素が生産されているか確認した． 
 
2.2.7. AHLの化学構造の解析 
AHL の存在が確認されたサンプルについては，液体クロマトグラフィーとエレクトロス
プレーイオン化法（ESI）を用いた質量分析装置を組み合わせた LC-MS/MS 法を使用して化
学構造の解析を行った．ESI 源とトリプル四重極/リニアイオントラップ装置（LIT）には，
QTRAP5500（AB SCIEX 社）を使用し，超高速液体クロマトグラフィー（UHPLC）システ
ムである Nexera X2（島津製作所）を接続した装置を使用した．AHL サンプルは 2 µL 注入
し，カラムに C18 逆相カラム（Kinetex F5, ϕ 2.1 × 150 mm, 2.6 μm; Phenomenex 社）を使用し
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た．移動相は，0.1% (vol/vol)の酢酸とアセトニトリルによるグラジエントをかけて使用した．
最初に 10％アセトニトリルから出発し，1.5 分後に 50％アセトニトリルでリンス操作を行
い，7 分間で 99％アセトニトリルに達するようにグラジエントをかけた．流速は 0.2 mL/min
で 30℃の温度で操作した．MS/MS スペクトルは，LIT を使用してプロダクトイオンスキャ
ンモードで記録した．イオンスプレー電圧はポジティブイオンモードで 5500 V に設定した．
デクラスタリング，入口，及び衝突セル出口の電位は，それぞれ 60，10，15 V に設定した．
前駆体イオンスキャンモードでは，ラクトン環の存在を示す m/z = 102 のプロダクトイオン
を監視するように設定した．クロマトグラムとマススペクトルの分析は，AB SCIEX Analyst
ソフトウェアを用いて行なった． 
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2.3. 実験結果 
2.3.1. 産業系排水で用いられる活性汚泥の菌叢解析 
メタゲノム解析結果を Table. 2-2 に示す．No. 1 の食品加工工場排水では，Ideonella 属細
菌が最も優占化していた．Ideonella 属細菌は β-プロテオバクテリアに属するグラム陰性細
菌であり，河川のバイオフィルムから分離されたとの報告もあるが [36]，AHL 合成能を有し
ているかどうかは調べられていない．一方，No. 2 の食品加工工場排水では，様々な細菌が
検出された．これら 2 種の食品加工工場排水は，原水の組成から比較的下水汚泥に類似し
ていることが予想されたものの，Pseudomonas 属細菌や Acidovorax 属細菌など下水汚泥で多
く検出される細菌は確認されなかった． 
No. 3 の化学工場排水では，Planctomycetes 門に属する好気性細菌のほか，Clostridium 属
細菌のような嫌気性細菌も確認され，活性汚泥の状態はあまり良好でないことが推察され
た．No. 4 の化学工場排水では Arcobacter 属細菌や Lewinella 属細菌が優先種であった．前者
は ε-プロテオバクテリアに属しており，後者は Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides（CFB）
グループに属している．いずれも腸内などの特殊環境で検出される事例が多く，有機酸主
体の排水組成に対して活性汚泥の菌叢が変化したことが推察される．No. 5 の化学工場排水
では，Aminomonas 属細菌が 9 割以上を占めており，6 種の汚泥のうち最も菌叢が単純であ
った．本細菌は C1 化合物のみ利用することが報告されており [37]，排水に含まれる有機物
がメタノールやクロロホルムであることから，本細菌が集積したのであろう．No. 4 の化学
工場排水と同様に排水組成が単純であるため，活性汚泥の菌叢が変化しているものと考え
られる．No. 6 の電子工場排水においても CFB group に属する Runella 属細菌が 7 割を占め
ていた．本細菌は，土壌や排水など様々な場所から分離されているが，機能については良
く分かっておらず，排水組成との関連性は不明である．既往の研究ではクリスタルバイオ
レット法によるバイオフィルム形成能についても解析が行われているが，本菌株において
は顕著なバイオフィルム形成能は確認されていない [38]． 
以上の結果から，業種を問わず産業系排水の活性汚泥は下水汚泥と大きく異なる菌叢で
構成されていることが明らかとなった．また各排水の優占種について既往の研究を調査し
たが，Quorum Sensing 機構に関わる報告例は確認できなかった． 
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Table 2-2. 各工場から採取した活性汚泥の菌叢解析 
近縁属 
工場分類と No. 
食品系 化学系 電子系 
No.1 No.2 No.3 No.4 No.5 No.6 
Acidovorax 
     
5 
Alicycliphilus 
     
3 
Aminomonas  
    
89 
 
Arcobacter  
   
27 
  
Azoarcus 
  
5 
   
Burkholderia  
 
7 
    
Bacteroidetes  
 
3 
    
Caldimonas 
 
3 
    
Clostridium 
  
3 
   
Curvibacter 
   
13 
  
Fusibacter 
  
6 
   
Gemmata 
 
6 3 
   
Hydrogenophaga 
  
3 
   
Ideonella 77 5 
    
Kofleria 
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Lewinella  
   
32 
  
Methylibium 
     
8 
Methylobacillus  
    
7 
 
Methyloversatilis 
 
7 
 
5 
  
Planctomycetes  
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Plasticicumulans  
 
4 
    
Polyangium 
 
9 
    
Runella 
     
69 
Solibacter  
  
6 
   
Vibrio 
  
4 
   
Victivallis 
   
3 
  
Zoogloea  
  
7 
   
Other genera 17 21 37 12 
 
10 
Total 94 89 96 92 96 95 
※キメラ様配列や相同性の得られないクローンは棄却し，2 株以下のクローンは Other genera にまとめた． 
 
2.3.2. AHL合成細菌のスクリーニングとモデル菌株の選定 
AHL合成細菌のスクリーニング結果をTable. 2-3に示す．第1章にて，栃木県内7ヶ所の浄
化センターの活性汚泥から単離したAHL合成細菌は95%以上がAeromonas属細菌であったこ
とを紹介したが，本実験で対象とした食品加工工場および化学工場内の汚泥からも同様に
高い割合でAeromonas属細菌が単離された．一方，電子工場排水からは，これまでにAHL合
成細菌としての報告例のないAlicycliphilus属細菌が13株単離された． 
Alicycliphilus属細菌は，β-プロテオバクテリアのComamonas科に属しており，運動性があ
り，オキシダーゼ活性を有するグラム陰性従属栄養細菌である[39]．Alicycliphilus denitrificans 
K601株は，排水の生物処理場から分離され，硝酸を電子受容体とした脱窒反応によりシク
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ロヘキサノールを分解・資化することが明らかとなっている[40]．また，A. denitrificans BC
株は，過塩素酸を電子受容体としてベンゼンを分解・資化することが報告されている[41]．
これらのAlicycliphilus属細菌のゲノム情報は既に解読されているものの[42]，AHL合成能を有
しているかどうか分かっていない．そこで次節では，Alicycliphilus sp. B1株を調査対象とし
て選定し，遺伝学的解析を実施した． 
 
Table 2-3. 各種汚泥から単離した AHL 合成細菌の性質と菌種の同定 
工場No. 工場分類 株 近縁種 VIR07 CV026 
1 
食品加工 
ND 
2 
SH2-1 Aeromonas punctata + + 
SH2-2 Aeromonas punctata + + 
SH2-3 Aeromonas allosaccharophila + + 
SH2-4 Aeromonas caviae + + 
SH2-6 Aeromonas punctata + + 
3 
化学製品 
CH1-1 Aeromonas caviae - + 
CH1-2 Aeromonas punctata + + 
CH1-3 Aeromonas punctata + - 
CH1-4 Aeromonas punctata + + 
4 
CH2-1 Aeromonas veronii ++ ++ 
CH2-2 Aeromonas veronii ++ ++ 
CH2-3 Aeromonas allosaccharophila ++ ++ 
CH2-4 Aeromonas allosaccharophila ++ ++ 
5 ND 
6 電子デバイス 
B-1 Alicycliphilus denitrificans K601 ++ - 
B-3 Alicycliphilus denitrificans K601 ++ - 
B-9 Alicycliphilus denitrificans K601 ++ - 
B-10 Alicycliphilus denitrificans K601 ++ - 
B-12 Alicycliphilus denitrificans K601 ++ - 
C-3 Alicycliphilus denitrificans K601 ++ - 
C-4 Alicycliphilus denitrificans K601 ++ - 
C-5 Alicycliphilus denitrificans K601 ++ - 
C-10 Alicycliphilus denitrificans K601 ++ - 
C-11 Alicycliphilus denitrificans K601 ++ - 
D-1 Pseudomonas costantinii CFBP 5705 + - 
D-2 Pseudomonas costantinii CFBP 5705 + - 
D-3 Alicycliphilus denitrificans K601 ++ - 
D-10 Alicycliphilus denitrificans K601 ++ - 
D-11 Alicycliphilus denitrificans K601 ++ - 
※AHL 合成能については各 AHL レポーター株の紫色色素生産を明確に誘導（++），わずかに誘導（+），
誘導しない（-）の 3 段階で評価した．ND は未検出を表す． 
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2.3.3. AHL合成細菌のゲノム解析 
単離した 13 株の Alicycliphilus 属細菌の中から，B1 株をモデル菌株として選定し，以後の
実験に使用した．まず，B1 株からゲノム DNA を抽出し，PacBio RS II を使用した次世代シ
ークエンスにより，ドラフトゲノムの取得を試みた．PacBio RS II は DNA 合成を一分子単
位で DNA ポリメラーゼを使ってリアルタイムに検出する原理を利用し，他の技術と比較し
て長いリード（最大 10 kbp 前後）が得られるシークエンサーである．解析の結果，209,929
リードが得られ，平均リード長が 6,414 bp と良好な結果が得られた．トータルの塩基対サ
イズは 1,346,455,891 であり，アセンブルには十分なサイズのデータが得られた．引き続き，
PacBio SMRT Analysis software を使用してアセンブルを行った結果，5 kbp 以上の長いコンテ
ィグを 59 個得ることに成功した．取得した 59 個のコンティグは，合計 7,465,959 bp で構成
されており，GC 含量は約 67.3%であった（DDBJ/EMBL/GenBank のアクセッション番号は
BBSJ01000001 から BBSJ01000059 で登録された）．既に公開されている Alicycliphilus 
denitrificans BC 株及び K601 株の GC 含量がそれぞれ 67.8%，67.9%であることから，B1 株
もほぼ同等の GC 含量であることが明らかとなった．引き続いて， MiGAP を使用してアノ
テーション作業を行った結果，B1 株のドラフトゲノム中には 7,391 個の CDS，13 個の rRNA
遺伝子，82 個の tRNA 遺伝子が存在することが明らかとなった． 
取得した B1 株のドラフトゲノムを用い，既知の AHL 合成遺伝子との相同遺伝子の探索
を行った．まず，既知の AHL 合成遺伝子の塩基配列を基に BLASTN プログラムで相同遺伝
子の探索を行ったが，高い相動性を示す遺伝子の存在を明らかにすることは出来なかった．
次に，既知の AHL 合成酵素のアミノ酸配列を基に BLASTP プログラムで相同遺伝子の探索
を行ったところ，コンティグ 11 に存在する ALISP_0667 とタグ付けした遺伝子が，ある程
度の相同性を示すことが明らかとなった（Fig. 2-2）．最も高い相同性を示した遺伝子は，全
ゲノム配列が公開させているDelftia sp. Cs1-4株のDelCs14_1734とタグ付けされた遺伝子の
推定上のアミノ酸配列で，アミノ酸レベルで 76%の同一性と，86%の相同性を示すことが明
らかとなった． 
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Fig. 2-2. Alicycliphilus sp. B1株由来AHL合成酵素のアミノ酸配列と他の菌株のAHL合成酵素の比較解
析．比較対象として，全ゲノム配列が公開されている Delftia sp. Cs1-4 株の DelCs14_1734 遺伝子，
Collimonas fungivorans の CFU_1956 遺伝子，Halothiobacillus neapolitanus の Hneap_0965 遺伝子の翻訳
後アミノ酸配列と，一般的な AHL 合成酵素である Pseudomonas aeruginosa の RhlI 及び LasI，Vibrio 
fischeri の LuxI のアミノ酸配列を用い，作画は GeneDoc Ver 2.7 ソフトウェアを使用した． 
 
次に，ALISP_0667 遺伝子のゲノム上の配置について解析を行った．前述のように，A. 
denitrificans BC 株及び K601 株の全ゲノム配列はすでに解読，公開されているが，その中に
AHL合成遺伝子及びAHL合成酵素と相同性を示す配列の存在は確認されなかった．そこで，
B1 株の ALISP_0667 遺伝子の周辺配列と BC 株及び K601 株のゲノム配列を比較した．その
結果，ALISP_0667 遺伝子の周辺には BC 株及び K601 株とほぼ同一の遺伝子配列が存在し
ていたが，ALISP_0455 遺伝子と ALISP_0733 遺伝子の間に，B1 株でのみ約 290 kbp と非常
に長い塩基配列が挿入されていることが明らかとなり，その内部に ALISP_0667 遺伝子が配
置されていることが明らかとなった（Fig. 2-3）．さらに，ALISP_0667 遺伝子の周辺配列は，
Delftia sp. Cs1-4 株の DelCs14_1734 遺伝子の周辺配列ともほぼ同一の遺伝子配列を示すこと
が明らかとなった．以上のことより，B1 株の AHL 合成遺伝子は，Delftia sp. Cs1-4 株のよ
うな他の菌株の遺伝子クラスターが，何らかの原因で B1 株のゲノム中に挿入されることで
獲得された可能性が示唆された． 
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Fig. 2-3. Alicycliphilus sp. B1株及び全ゲノム配列が公開されている A. denitrificans BC株及び K601株の
ゲノム比較解析．B1 株における推定上の挿入配列を下段に記載し，挿入配列と相同性を示す Delftia sp. 
Cs1-4 株のゲノム配列を最下段に記載した．図中のスケールバーは塩基配列の長さを示す． 
 
2.3.4. AHLの化学構造の解析 
これまでにAHL合成細菌としての報告例がない Alicycliphilus sp. B1 株を用い，LC-MS/MS
を使用して生産する AHL の化学構造を推定した．LC で現れたピークについては，AHL の
特徴である m/z が 102 のフラグメントイオンが検出されるピークをのみ選択し，予想される
構造の標準的な AHL の分子量と比較した．その結果，B1 株は 3-hydroxy-C10-HSL（m/z=272）
K601
BC
B1 1 kb
20 kb
1 kb
luxR luxI
1 kbDelftia sp. Cs1-4
1 kb
1 kb
ALISP_0456 - ALISP_0732
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と 3-hydroxy-C12-HSL（m/z=300）の 2種類のAHLを生産する可能性が示唆された（Fig. 2-4）．
現時点では，3-hydroxy-C10-HSL 及び 3-hydroxy-C12-HSL の合成標品を入手することが困難
なため，フラグメントパターンの比較は行っていない． 
 
 
 
Fig. 2-4. Alicycliphilus sp. B1 株が生産する AHL の構造解析．検出された 2 種類の AHL である
3-hydroxy-C10-HSL（m/z=272; A）と 3-hydroxy-C12-HSL（m/z=300; B）を図中に示す． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A 
B 
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2.4. まとめ 
本章では産業系排水について，食品系工場排水，化学系工場排水，半導体工場排水で用
いられる活性汚泥サンプルを用い，各サンプルのメタゲノム解析を行った．その結果，産
業系排水の活性汚泥は下水汚泥と大きく異なる菌叢で構成されていることが明らかとなっ
た．また各排水の優占種について既往の研究を調査したが，Quorum Sensing 機構に関わる
報告例は確認できなかった． 
そこで，寒天培地上でランダムに細菌を単離し，単離した細菌株について，AHL レポー
ター株である Chromobacterium violaceum CV026 株及び VIR07 株を用い，AHL 合成細菌のス
クリーニングを行った．食品系及び化学系工場排水処理汚泥から単離された AHL 合成細菌
は全て既知の Aeromonas 属細菌であったが，半導体工場排水処理汚泥からは，これまでに
AHL合成細菌としての報告例のないAlicycliphilus属細菌を複数株単離することに成功した．
その中から，Alicycliphilus sp. B1 株を用い，次世代シークエンサーを用いてドラフトゲノム
を取得した結果，既知の AHL 合成遺伝子とアミノ酸レベルで 86%の相同性を持つオープン
リーディングフレーム(ORF)の存在が明らかになった．また，既知の Alicycliphilus 属細菌の
ゲノム情報との比較により，B1 株の AHL 合成能は，Delftia sp. Cs1-4 株のような他の菌株
の遺伝子クラスターが，何らかの原因で B1 株のゲノム中に挿入されることで獲得された可
能性が示唆された．さらに，B1 株が生産する AHL の化学構造を LC-MS/MS を用いて解析
したところ，B1 株は 3-hydroxy-C10-HSL と 3-hydroxy-C12-HSL の 2 種類の AHL を生産する
可能性が示唆された． 
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第 3章 工場冷却水からの AHL合成細菌の単離と AHLの構造解析 
3.1. 緒言 
冷却塔で循環水の一部を蒸発し冷却する開放循環式冷却水システムでは，運転中に固体
表面で細菌がバイオフィルムを形成することにより，熱交換率の低下や配管等の局部腐食
などの障害を引き起こす場合が多い．バイオフィルムの防止方法としては，主にろ過処理
と塩素剤処理の組み合わせによる処理方式が採用されている．しかしながら，冷却水処理
薬品は冷却水とともに系外に排出されるので，環境汚染を引き起こさないものを使用する
ことが必要である．このために，排水の水質規制の強化に先んじて冷却水処理薬品の無公
害化が図られている． 
排水の有機物分解処理に用いられる生物学的浸漬膜処理（MBR）に関しては，膜面流速
を低下させる膜表面上のバイオフィルム形成にQuorum Sensing機構が関与していることが
知られている[43]．このため，Quorum Quenchingと呼ばれるQuorum Sensing機構の制御により，
膜表面上のバイオフィルム形成を抑制する試みがなされている[44]．一方，冷却水中に存在
するAHL合成細菌の構成や，これらのAHL合成細菌によるバイオフィルム形成機構に関し
ては，ほとんど研究が行われていない．そこで本章では，複数の工場冷却水からAHL合成
細菌を単離し，その遺伝学的解析を行うことを目的とした．第2章と同様に，まずQuorum 
Sensing機構に関わる細菌を選定し，次世代シークエンサーを用いた全ゲノム解読により遺
伝子レベルでのAHL合成機構を解析するとともに，LC-MS/MSを用いてAHL合成細菌が生産
するAHLの化学構造を解析した． 
 
3.2. 実験方法 
3.2.1. AHL合成細菌のスクリーニングと菌の選定 
国内の 5 か所の工場より冷却水サンプルを採取し，蒸留水で 10~106倍に希釈した．冷却
水希釈液の中から 100 µL を，5 倍希釈した TSB 寒天培地（1/5 TSB 培地）に上に播き，30℃
で 72 時間培養を行った．形成されたコロニーは，爪楊枝で新しい 1/5 TSB 培地に単離し，
コロニーを馴化した．最終的には，合計 192 株を単離した．さらに，単離した各コロニー
を用いて，第 2 章と同様の方法で AHL 合成細菌のスクリーニングを行った．但し，LB 寒
天培地ではなく，1/5 TSB 培地を用いた． 
 選定した AHL 合成細菌より前述の方法で DNA を抽出し，各 16S rRNA 遺伝子のシークエ
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ンスデータを取得した．取得した各塩基配列データは，RDPⅡ配列照合ツールを使用し，相
同性が上位の菌種を近縁種としてカウントし，各 AHL 合成細菌を同定した[45]．同定した菌
株について， Molecular Evolutionary Genetic Analysis (MEGA)を用いて，近隣結合法による系
統樹の作成を行った[46]． 
 
3.2.2. AHL合成細菌のゲノム解析 
選定した AHL 合成細菌のコロニーを用いて，前述の方法でゲノム DNA を抽出した．抽
出したゲノムの解析には，ユーロフィンジェノミクス株式会社の次世代シーケンス解析サ
ービスを使用した．具体的には，抽出したゲノム DNA を用い，サービスに付属のキットを
用いて次世代シークエンス用サンプルを調製した．シークエンスには，HiSeq 2500（Illumina
社）を使用した．得られたリードデータは，オープンソースプログラムである velvet を使用
してアセンブルを行った．アセンブルの結果得られたコンティグは，国立立遺伝学研究所
のオンラインプログラムである Microbial Genome Annotation Pipeline （ MiGAP; 
http://www.migap.org/）を使用してアノテーション作業を行った．具体的には，タンパク質
コード配列（CDS）の推定には MetaGeneAnnotator プログラムを，rRNA コード配列の推定
には RNAmmer プログラムを，tRNA コード配列の推定には tRNAScan プログラムを，推定
CDS のアミノ酸配列の比較には BLAST プログラムをそれぞれ使用した． 
 
3.2.3. AHLの化学構造の解析 
選定した AHL 合成細菌のコロニーを 4 mL の 1/5 TSB 培地に摂取し，30℃で 18 時間前培
養した後，1/5 TSB 培地 200 mL が入った坂口フラスコに培養液を 2 mL 加え，30℃で 24 時
間培養した．培養液から遠心分離により菌体を取り除き，上清を用いて前述の方法により，
AHL 抽出サンプルを取得した．AHL 抽出サンプルは，前述の方法で AHL の存在を示す紫
色色素が生産されているか確認した．AHL の存在が確認されたサンプルについては，前章
と同じく LC-MS/MS 法を使用して化学構造の解析を行った．AHL サンプルは 2 µL 注入し，
カラムに C18 逆相カラム，ESI 源とトリプル四重極/リニアイオントラップ装置（LIT）には，
QTRAP5500，UHPLC システムに Nexera X2 を接続した装置を使用した．移動相は，0.1% 
(vol/vol)の酢酸とアセトニトリルによるグラジエントをかけて使用し，最初に 10％アセトニ
トリル，1.5 分後に 50％アセトニトリル，7 分後に 99％アセトニトリルの条件でグラジエン
トをかけた．流速は 0.2 mL/min で 30℃の温度で操作した．前駆体イオンスキャンモードで
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は，ラクトン環の存在を示す m/z = 102 のプロダクトイオンを監視するように設定した．ク
ロマトグラムとマススペクトルの分析は，AB SCIEX Analyst ソフトウェアを用いて行なっ
た． 
 
3.3. 実験結果 
3.3.1. AHL合成細菌のスクリーニングと菌の選定 
AHL 合成細菌のスクリーニング結果を Table. 3-1 に示す．5 か所の工場冷却水より分離し
た 192 株のうち，B，C，E の 3 つの工場から，7 株の AHL 合成細菌が得られた．16S rRNA
遺伝子を用いた AHL 合成細菌の同定を行った結果，B 工場の冷却水からは Aeromonas 
hydrophila が単離され，C 工場の冷却水からは Aeromonas hydrophila と Lysobacter brunescens 
の 2 株が単離された．一方，E 工場からは，Methylobacterium oryzae と Bosea massiliensis が
それそれ 2 株ずつ単離された． 
そこで，冷却水より分離された 7 株の AHL 合成細菌について，16S rRNA 遺伝子の系統
解析を行った（Fig. 3-1）．D10 株と F6 株の近縁種である A. hydrophila,は，様々な淡水環境
に存在し，その AHL 合成能についても調べられており[15]，活性汚泥中からも AHL 合成能
を有するAeromonas属細菌が分離されている[15] [18]．分離されたAeromonas属細菌の多くは，
C4-HSL と C6-HSL を合成することが報告されている[18]．前述のレポーター株を用いた AHL
合成細菌のスクリーニング結果から，D10 株と F6 株は Aeromonas 属細菌が合成する C4-HSL
及び C6-HSL といった短アシル鎖 AHL を合成している可能性が示唆された．一方， 
Methylobacterium 属細菌は水道水から分離されることが多く，AHL 合成能を有することが
報告されている[47] [48]．また，Methylobacterium 属細菌は，バイオフィルムから分離される
他の細菌と比べて，著しく貧栄養な環境において高いストレス耐性を示すとの報告もある
[49]．一方，これまで AHL 合成能を有する Lysobacter brunescens と Bosea massiliensis に関す
る報告例は無い．Lysobacter 属細菌と Bosea 属細菌が AHL を合成することが明らかとなっ
たのは，本研究が初めてである． 
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Table 3-1. 冷却水由来 AHL 合成細菌の AHL 合成能の解析及び菌種の同定 
菌株名 単離源 近縁種 VIR07 CV026 
D10 工場 B Aeromonas hydrophila + ++ 
F6 工場 C Aeromonas hydrophila + ++ 
F13 工場 C Lysobacter brunescens ++ - 
D7 工場 E Methylobacterium oryzae ++ + 
E9 工場 E Bosea massiliensis + + 
F9 工場 E Methylobacterium oryzae + - 
F12 工場 E Bosea massiliensis + + 
※AHL 合成能については各 AHL レポーター株の紫色色素生産を明確に誘導（++），わずかに誘導（+），誘
導しない（-）の 3 段階で評価した． 
 
 
Fig. 3-1. 16S rRNA 遺伝子塩基配列を基にした AHL 合成細菌の系統解析．単離した菌株については太字で記
載し，基準株の DDBJ/EMBL/GenBank アクセッション番号はカッコ内に記載した．系統樹は MEGA ソフ
トウェア内の ClustalW プログラムを用い近隣結合法（Neighbor-joining; NJ 法）により作成した．ブートス
トラップ値は 1000 回の複製で同一の枝分かれが現れるパーセンテージを記入し，スケールバーは 1 塩基当
たりの 0.2 置換を示す． 
 
3.3.2. AHL合成細菌のゲノム解析 
単離した 7 株の AHL 合成細菌の中から，これまでに AHL 合成細菌としての報告の無い
Lysobacter sp. F13 株と Bosea massiliensis E9 株をモデル菌株として選定し，以後の実験に使
用した．まず，F13 株及び E9 株からゲノム DNA を抽出し，HiSeq2500 を使用した次世代シ
Aeromonas media ATCC 33907T (X60410)
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ークエンスにより，ドラフトゲノムの取得を試みた．HiSeq2500 は逐次 DNA 合成型の次世
代シークエンス装置であり，取り込まれた塩基を 4 色の蛍光色素で検出することで塩基を
同定する方法を用いている．今回の解析は，125×2 bp のペアエンド解析を行い，ゲノムラ
イブラリーに使用したインサートサイズは平均 300 bp のものを使用した．解析の結果，F13
株では 5,954,682 リードが得られ，全塩基数は約 744 Mbp であった．付属のソフトウェアで
リードのクオリティーチェックを行ったところ，塩基の信頼性が 99.9%以上であることを表
す％Q30 は 92.04 と良好な結果が得られた．E9 株では 8,012,610 リードが得られ，全塩基数
は約 1,002 Mbp であった．付属のソフトウェアでリードのクオリティーチェックを行ったと
ころ，％Q30 は 90.02 とこちらも良好な結果が得られ，両方の解析ともにアセンブルには十
分なサイズのデータが得られた．引き続き，オープンソースプログラムの velvet を使用して
アセンブルを行った結果，F13 株に関しては 5 kbp 以上の長いコンティグを 89 個得ること
に成功し，E9 株に関しては 5 kbp 以上の長いコンティグが 268 個と，かなり細かいコンテ
ィグが多数得られるという結果となった． 
取得した F13 株及び E9 株のドラフトゲノムを用い，既知の AHL 合成遺伝子との相同遺
伝子の探索を行った．まず，F13 株のドラフトゲノムに対し，既知の AHL 合成酵素のアミ
ノ酸配列を基に BLASTP プログラムで相同遺伝子の探索を行ったところ，コンティグ 51 に
存在する遺伝子が，ある程度の相同性を示すことが明らかとなった（Fig. 3-2）．最も高い相
同性を示した遺伝子は，全ゲノム配列が公開されている Nitrosospira multiformis ATCC 25196
株の Nmul_A2390 とタグ付けされた遺伝子の推定上のアミノ酸配列で，アミノ酸レベルで
46%の同一性と，40%の相同性を示すことが明らかとなった．その他では，Burkholderia 属
細菌の AHL 合成遺伝子と高い相同性を示す傾向が見られた． 
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Fig. 3-2. Lysobacter sp. F13 株由来 AHL 合成酵素のアミノ酸配列と他の菌株の AHL 合成酵素の比較解
析．比較対象として，全ゲノム配列が公開されている Nitrosospira multiformis ATCC 25196 株の
Nmul_A2390 遺伝子，Burkholderia phytofirmans PsJN 株の Bphyt_4275 遺伝子，Burkholderia xenovorans 
LB400 株の DR64_5938 遺伝子，Rhizobium leguminosarum bv. trifolii WSM1325 株の Rleg_5481 遺伝子の
翻訳後アミノ酸配列を用い，作画は GeneDoc Ver 2.7 ソフトウェアを使用した． 
 
次に，E9株のドラフトゲノムに対し，既知のAHL合成酵素のアミノ酸配列を基にBLASTP
プログラムで相同遺伝子の探索を行ったところ，コンティグ 12 に存在する遺伝子が，ある
程度の相同性を示すことが明らかとなった（Fig. 3-3）．最も高い相同性を示した遺伝子は，
全ゲノム配列が公開されている Bradyrhizobium sp. BTAi1 株の traI とタグ付けされた遺伝子
の推定上のアミノ酸配列で，アミノ酸レベルで 60%の同一性と，73%の相同性を示すことが
明らかとなった．traI 遺伝子は，Agrobacterium tumefaciens の AHL 合成遺伝子として発見さ
れた遺伝子であり，E9 株のAHL合成酵素も，一般的な Agrobacterium 属細菌が生産するAHL
と類似した構造の AHL を生産する可能性が示唆された． 
             
             
F13        : 
Nmul_A2390 : 
Bphyt_4275 : 
DR64_5938  : 
Rleg_5481  : 
             
                                                                       
         *        20         *        40         *        60         * 
MTRIAIGRAGEPDLHAALLDSMYRLRCSVFHQRLGWDVQVENGREHDWFDLIGPRYLIAHDPAS---NALG
-MLAQHGNGS---LDKRAAMGMYRLRHEVFHDRLGWEVTTDNGMEHDEFDLADPVYVLAKGDEGDEDEVLG
-MQTAIRIGMRQEFDNADINEMYRLRARVFHGRLGWDIPTIAGMEIDGYDALGPHYMLIQADDG---QVRG
-MQTAIRIGMRQEFNNADINEMYRLRARVFHGRLGWDIPTIAGMEIDGYDALGPHYMLIQGDDG---QVRG
-MKLIALKTTKSRKDAALLDQMYRLRSRVFADRLAWNVSRSNGRERDQFDEFGPTYILALSDGD---VVIG
                                                                       
      
      
 :  68
 :  67
 :  67
 :  67
 :  67
      
             
             
F13        : 
Nmul_A2390 : 
Bphyt_4275 : 
DR64_5938  : 
Rleg_5481  : 
             
                                                                       
       80         *       100         *       120         *       140  
CCRLLPTLGPNMLRDIFPMLVDGAPPPASASTWEISRFAVDAGCAGQG--FGFGDVAGALIAHALRLAHAH
CWRLLPTQGPYMLKDTFPQLLHGQPAPQQSDVWELSRFAVMVPKYESAG-FGFSEIPVKMMQTLFLFARHN
CWRLMPTEGPNMLKDTFPQLLHGAAAPVGRHIWELSRFAIETGGEEQS--FGFADLTMQAIHELVTFADQM
CWRLMPTEGPNMLKDTFPQLLHGAAAPVGRHIWELSRFAIETGGEEQS--FGFADLTMQAIHELVTFADRM
CARLLPAIGPTMLQQVFPQLLSAGRLDADPAMIESSRFCVDTAGSRGAGEGGLSDVTFGMFAGILEWCLHH
                                                                       
      
      
 : 137
 : 137
 : 136
 : 136
 : 138
      
             
             
F13        : 
Nmul_A2390 : 
Bphyt_4275 : 
DR64_5938  : 
Rleg_5481  : 
             
                                                                      
       *       160         *       180         *       200         *  
GIEEIVGVTSAPFERMLHHLGLHVDRLGAPRRIGRVLSLAFRMPVAEG----LQVVGAAPLLDVARAA--
KIKRYVTVTTVAVERLIRKLGVNVSRLGAPVKIGRVLTVACYIEIDAI----TEFALFGILPENAQRKAA
GITRYVTVTTTPIERLLRKTGIDISRLGSPLQIGVERAVALDIAVSPK----TRTALFGPMAVAA-----
GITRYVTVTTTPIERLLRKTGIEISRLGSPLQIGVERAVALDIAVSPK----TRTALFGPMAAAA-----
GYREIATATDVRFERILRRAGWPMQRLGQPIMINETLSVAGILPVKWENFERVRPHAYRSAFGARRQHAA
                                                                      
      
      
 : 201
 : 203
 : 197
 : 197
 : 208
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Fig. 3-3. Bosea massiliensis E9 株由来 AHL 合成酵素のアミノ酸配列と他の菌株の AHL 合成酵素の比較
解析．比較対象として，全ゲノム配列が公開されている Bradyrhizobium sp. BTAi1 株の traI 遺伝子，
Mesorhizobium australicum WSM2073 株の Mesau_00935 遺伝子，Methylobacterium nodulans ORS 2060 株
の Mnod_0941 遺伝子，Hyphomicrobium denitrificans 1NES1 株の HYPDE_27393 遺伝子の翻訳後アミノ
酸配列を用い，作画は GeneDoc Ver 2.7 ソフトウェアを使用した． 
 
3.3.3. AHLの化学構造の解析 
これまでに AHL 合成細菌としての報告例がない Lysobacter sp. F13 株と B. massiliensis E9
株を用い，LC-MS/MS を使用して生産する AHL の化学構造を解析した．F13 株の抽出サン
プルからは，C10-HSL（m/z=256）及び 3-oxo-C10-HSL（m/z=270）と推測されるピークが検
出された．そこで，C10-HSL，3-oxo-C10-HSL 合成標品と抽出サンプルの MS/MS フラグメ
ントパターンとの比較を行った．その結果，抽出サンプルと合成標品の両者において，各
AHL の分子量を示すピークと合わせて，AHL で特異的に検出されるプロダクトイオンであ
るホモセリンラクトンのピーク（m/z=102）が検出された（Fig. 3-4，3-5）．E9 株の抽出サン
プルからは，C6-HSL（m/z=200）と 3-oxo-C6-HSL（m/z=214），および 3-oxo-C8-HSL（m/z=242）
と推測されるピークが検出された．同様に C6-HSL，3-oxo-C6-HSL，3-oxo-C8-HSL 合成標
品と抽出サンプルの MS/MS フラグメントパターンとの比較を行ったところ，抽出サンプル
と合成標品の両者において，各 AHL の分子量を示すピークとプロダクトイオンであるホモ
セリンラクトンのピークが検出された（Fig. 3-6，3-7，3-8）． 
 
 
             
             
E9         : 
TraI       : 
Mesau_0093 : 
Mnod_0941  : 
HYPDE_2739 : 
             
                                                                          
         *        20         *        40         *        60         *    
MQVVELSRAGYGANISLLMGMHRLRRKVFKDRLDWSVSTTGDLEMDRYDALDASYLVVAD-RGAVLGCVRLLPT
MKVIVRTRTALLHDLDLAMGMHRLRGRVFKERLDWDVSIAGGLEIDQYDALKPTYLLLLE-QREVVGCVRLLPT
MHIIVVSHRDHYEFSDLIAGMHRLRYRVFRDRLNWDVSVSGDLEIDAYDTLKPTYIIAVDDRGSVVGCARLLPT
MHAMALTRHAFGANFDLVTEMHRLRARIFKGRLDWDVAVAGDMEIDRYDALEATYLLLLTPARKIAGHVRFLPT
-MLQLINPARYGEFIDALAEMHRLRYRIFKERLGWDVQVSGDLEMDEFDACQPAYLVQKDDDGRIQGCVRLLPT
                                                                          
      
      
 :  73
 :  73
 :  74
 :  74
 :  73
      
             
             
E9         : 
TraI       : 
Mesau_0093 : 
Mnod_0941  : 
HYPDE_2739 : 
             
                                                                          
    80         *       100         *       120         *       140        
TGPNMLADTFPELLDGGPAPRSDLVAESSRFCVDTGATDATTGGGLRQATFMLFAAMLEWGEARGLASIATVTD
TGRNMLADTFPVLLDGHAAPNESRIWESSRFCVDTEQVATTAENGLREATFLLFAAMIEWGQQLDLQAIATVTD
TGPTMLGNTFPTLLGSNPSPRSAKIFESSRFCVDTGSADSVSATGLRDVTFGLLAGILEWGLANGQETVVTVTD
TGPNMLADTFPDLLDGGPAPKADEIVESSRFCIDGELASPCGENGIAPETPALFALMLEWSLMHRKRYVATVTD
IGPTMLRDTFPVLLDGESAPASDAIWESSRFGVDLSSRDEKTGRSIARATFELFAGMIEFGLMRGLSDIVTVTD
                                                                          
      
      
 : 147
 : 147
 : 148
 : 148
 : 147
      
             
             
E9         : 
TraI       : 
Mesau_0093 : 
Mnod_0941  : 
HYPDE_2739 : 
             
                                                                         
 *       160         *       180         *       200         *       220 
LRMERILRRAGWTLERLGAPRRIGSTVAVAGLLPIEQDALAAIRCNGGLIAPALPID---------IPLPLAA
LRMERILRRAGWQLNRLGPPRQIGATQAVAGLLPVTDNALGAIRAAGKISGRAIDAQ---------SSLPLAA
VRFERILRRAGWPLERFAPPMQIDDTKALAGHLPITESALMNVRETGQLQGAVLAAR---------YTQLVAA
AAVERILRRCGWPLERLGGVHKIGNSRALAGLLPVTAGHLAAVRKAAGLTGPLLLSE---------NDHAQAA
ARMERILCRANWPLRRLGSPRAIGKTLAVAGYLEVSRERLARVRDAGGLSGTVIRMPDDDVHHTGPSATTVAA
                                                                         
      
      
 : 211
 : 211
 : 212
 : 212
 : 220
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Fig. 3-4. LC-MS/MS による C10-HSL の検出結果．Lysobacter sp. F13 株が生産する AHL（A）と C10-HSL 合
成標品（B）の MS/MS フラグメントから検出される C10-HSL（m/z=256）とプロダクトイオンであるホモ
セリンラクトン（m/z=102）のピークを矢印で図中に示す． 
 
 
Fig. 3-5. LC-MS/MS による 3-oxo-C10-HSL の検出結果．Lysobacter sp. F13 株が生産する AHL（A）と
3-oxo-C10-HSL 合成標品（B）の MS/MS フラグメントから検出される 3-oxo-C10-HSL（m/z=270）とプロダ
クトイオンであるホモセリンラクトン（m/z=102）のピークを矢印で図中に示す． 
 
(A)
(B)
(A)
(B)
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Fig. 3-6. LC-MS/MS による C6-HSL の検出結果．B. massiliensis E9 株が生産する AHL（A）と C6-HSL 合成
標品（B）の MS/MS フラグメントから検出される C6-HSL（m/z=200）とプロダクトイオンであるホモセリ
ンラクトン（m/z=102）のピークを矢印で図中に示す． 
 
 
Fig. 3-7. LC-MS/MS による 3-oxo-C6-HSL の検出結果．B. massiliensis E9 株が生産する AHL（A）と
3-oxo-C6-HSL 合成標品（B）の MS/MS フラグメントから検出される 3-oxo-C6-HSL（m/z=214）とプロダク
トイオンであるホモセリンラクトン（m/z=102）のピークを矢印で図中に示す． 
 
(A)
(B)
(A)
(B)
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Fig. 3-7. LC-MS/MS による 3-oxo-C8-HSL の検出結果．B. massiliensis E9 株が生産する AHL（A）と
3-oxo-C8-HSL 合成標品（B）の MS/MS フラグメントから検出される 3-oxo-C8-HSL（m/z=242）とプロダク
トイオンであるホモセリンラクトン（m/z=102）のピークを矢印で図中に示す． 
 
 
3.4. まとめ 
本章では，5 種類の工場から採取した冷却水サンプルの中から AHL 合成細菌のスクリー
ニングを行った．その結果，7 株の AHL 合成細菌が単離され，細菌種の同定を行ったとこ
ろ，Aeromonas hydrophila が 2 株，Methylobacterium 属細菌が 2 株，Bosea massiliensis が 2 株，
Lysobacter 属細菌が 1 株であることが明らかとなった．この中から，これまでに AHL 合成
細菌としての報告例がない Lysobacter sp. F13 株及び B. massiliensis E9 株を用い，次世代シー
クエンサーを用いてドラフトゲノムを取得した．その結果，F13 株は Nitrosospira multiformis 
ATCC 25196 株のNmul_A2390 とタグ付けされた遺伝子の推定上のアミノ酸配列と 40%の相
同性を持つ ORF の存在が明らかになった．一方 E9 株は，Bradyrhizobium sp. BTAi1 株の traI
とタグ付けされた遺伝子の推定上のアミノ酸配列と 73%の相同性を持つ ORF の存在が明ら
かになった．さらに，両株が生産する AHL の化学構造を LC-MS/MS を用いて解析した．そ
の結果，F13 株は C10-HSL と 3-oxo-C10-HSL の 2 種類の AHL を，E9 株は C6-HSL と
3-oxo-C6-HSL，および 3-oxo-C8-HSL の 3 種の AHL を生産することが明らかになった． 
 
(A)
(B)
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第 4章 結論 
4.1. 本研究のまとめ 
本研究では，産業系用排水から AHL 合成細菌を単離し，AHL 合成に関わる遺伝学的解析
を行った．半導体工場排水の汚泥中からは，新規 AHL 合成細菌として Alicycliphilus 属細菌
を，工場冷却水中からは，新規 AHL 合成細菌として Lysobacter 属細菌と Bosea 属細菌を分
離した．これらの菌株について，全ゲノム解析により染色体上の AHL 合成遺伝子を特定す
るとともに，LC-MS/MS により生産する AHL の化学構造を明らかにすることに成功した．
本研究により，産業系用排水では多様な細菌が Quorum Sensing 制御に関与する可能性が示
唆された． 
 
4.2. 今後の展望 
4.2.1. 産業系排水の生物処理活性の向上 
 第 2 章において，食品系工場排水，化学系工場排水，半導体工場排水で用いられる活性
汚泥サンプルを対象に菌叢解析および AHL 合成細菌のスクリーニングを行った．下水汚泥
と比較して微生物の構成は異なるものの，主たる AHL 合成細菌は Aeromonas 属細菌である
ことが分かった．また，本研究で分離した，新規 AHL 合成細菌である Alicycliphilus 属細菌
についても，遺伝学的解析を行った結果，他種から AHL 合成遺伝子を獲得している可能性
が示唆された．これらの結果は，産業系排水の生物処理における種汚泥として下水汚泥が
用いられていることと関係があるかもしれない．すなわち，産業系排水の多様な基質によ
って馴養された微生物群についても，反応槽内における定着という基本的な機能について
は下水汚泥の微生物群と共通な機構が働いているのではないかと推察される．このような
考えに立てば，産業系排水における AHL 合成細菌の多様性を明らかにしていくと同時に，
モデル細菌としての Aeromonas 属細菌に関するバイオフィルム形成能の機構解明を進めて
いくことも重要である．産業系排水の生物処理では，下水汚泥と比較して，より負荷の変
動が大きかったり，より分解性の低い化合物が流入する場合がある．たとえば，AHL 合成
遺伝子を伝播し易い Aeromonas 属細菌の活用により，増殖の遅い硝化細菌や難分解性物質
の分解菌を早く担体に定着させることができれば，負荷の変動や流入基質の変化にいち早
く対応できるようになり，安定した処理が可能になるかもしれない． 
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4.2.2. 産業系用水におけるバイオファウリング抑制 
 第 3 章において，5 種の工場冷却水を対象に AHL 合成細菌のスクリーニングを行った結
果，C 工場と E 工場ではそれぞれ Aeromonas 属細菌と Methylobacterium 属細菌に近縁な新規
AHL 合成細菌が分離され，生産する AHL の化学構造を明らかにした．しかしながら，
Aeromonas 属細菌と Lysobacter sp. F13 株に共通な AHL 合成遺伝子は確認されず，また，B. 
massiliensis E9株においてもMethylobacterium属細菌と同様に多様なAHLを合成しているこ
とが分かった．これらの結果から，冷却水における AHL 合成細菌は多様性に富んでいる可
能性が考えられる．このため，個々の遺伝子を制御する方法でバイオフィルム形成を抑制
することは，非常に困難と考えられる．したがって，AHL そのものに対する作用，例えば
第 1 章で上げた阻害剤の添加や，AHL の不活性化といった手法のさらなる検討が期待され
る．このような AHL に対する直接的な操作が，冷却水の分野でどの程度広く利用できるか
を把握するという目的に立てば，本研究で行った AHL 合成細菌のスクリーニングは今後も
継続していく価値があると言えよう．  
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